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Eine enzymatische Methode zur Isolierung von Tubuli und Zellen aus menschlicher Nierenrinde
Von H. Bojar, K. Balzer, F. Boeminghaus und W. Staib
Aus dem Institut für Physiologische Chemie II (Direktor Prof. Dr. W. Staib) und der Urologischen Klinik (Direktor
Prof. Dr. H. Dettmarjder Universität Düsseldorf
(Eingegangen am 14. Juni/10. September 1974)
Herrn Pro f. Dr. Karl Hinsberg zum 80. Geburtstag gewidmet
Menschliche Nierentubuli und Zellen wurden nach einem enzymatischen Verfahren aus Nierenrindenschnitten mit Kollagenase isoliert.
Die hohe Ausbeute von etwa 80 % des Feuchtgewichts der zur Isolierung inkubierten Schnitte gestattete es, eine Vielzahl von Experi-
menten unter identischen Ausgangsbedingungen durchzufuhren.
Als Funktionskriterium für die Vitalität der isolierten Zellen wurde die Gluconeogenese aus verschiedenen Substraten
bestimmt Die höchsten Syntheseraten wurden in Gegenwart von Fructose erzielt. Aus Lactat wurde mehr Glucose als aus Pyruvat
gebildet. Mit Prolin und Glutamin ließen sich nur geringe Gluconeogeneseraten erreichen. In Gegenwart von 10 mmol/1 Pyruvat stieg
die Glucosebildung bis zur 80. Minute linear an. Ado-3':5'-P stimulierte in 10 Mmolarer Konzentration die Glucosebildung aus Lactat,
während sie durch l mmolare, 0,1 mmolare und l Mmolare Konzentrationen gehemmt wurde.
An enzymatic method for the isolation of tubules and cells from human kidney cortex
The isolation of tubules and cells from human kidney cortex was realized by an enzymatic method. Tubules and cells were released
from slices of kidney cortex by collagenase. The yield amounted to 80 % of the wet weight of incubated cortex slices. Thus numerous
experiments with isolated tubules from one organ could be performed.
Glucose production from different substrates was measured in order to test the biochemical integrity of the isolated cells. The highest
rates of glucose formation were obtained with fructose as precursor. Glucose production was higher from lactate than from pyruvate.
With proline and glutamine as substrates only small amounts of glucose were produced. Glucose formation from 10 mmol/1 pyruvate
was linear with time up to 80 minutes. Ado-3':5'-P stimulated glucose formation at 10 Mmolar concentration and inhibited guconeo-
genesis at 1 mmolar, 0.1 mmolar and 1 molar concentrations.
Für die Untersuchung des normalen und pathologisch Für verschiedene tierische Organe sind enzymatische
veränderten Stoffwechsels menschlicher Nierenrinden Techniken zur Zellisolierung entwickelt worden (2, 3,
wird ein in vitro Modell benötigt, das intaktes Gewebe 4). Kollagenase erwies sich als Enzym der Wahl, um
in großer Ausbeute für eine Vielzahl von Experimenten aus Rattenlebern morphologisch und biochemisch in-
liefert. Darüberhinaus ist eine reproduzierbare Dosier- takte Parenchymzellen mit erhaltenen Hormonrezep-
barkeit mit einem entsprechend kleinen Variationsko- toren auf der äußeren Zellmembran in hoher Ausbeute
effizienten zu fordern. Die Nierenperfusion hat den Nach- zu gewinnen (5, 6).
teil, daß man an einem Organ nur eine sehr begrenzteA Li "~n " " V t «/ u- Die Isolierung von Tubuli und Zellen mittels KollagenaseAnzahl von Parametern untersuchen kann. Weiterhin ö .. , ,. T x · . , n r · u · u aus Rinden exstirpierter Nieren erwachsener Personenwird die Interpretation der Perfusionsergebmsse z . B . A J J i- J T T * u- . T T * , ~ " ' · ' · u A· ist Gegenstand der vorliegenden Untersuchung,bei Untersuchungen der Gluconeogenese durch die & &
Heterogenität des Organs (gluconeogenetisch aktive
Rinde, glykolysierendes Mark) erschwert. Stoffwechsel- Material und Methoden
Untersuchungen an Nierenschnitten werden kompliziert
durch eine limitierte Sauerstoff- und Substratdiffusion
in das' Gewebe (1), durch zeitraubendes Abwiegen der Die Versuche wurden an fünf menschlichen Nieren durchge-
« , . ^. * . . · t _ · j j i. führt, die wegen verschiedener Indikationen entfernt werden
Schnitte für verschiedene Inkubationen und durch mußten. In drei Fällen lagen hypernephroide Nierenkarzinome
einen hohen Variationskoeffizienten. vor, die auf den oberen Pol des Organs beschränkt waren.
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Pararenalc sowie pulmonale Metastasen fanden sich nicht. Die
Gcwebsproben wurden aus histologisch gesichert tumorfreier
Nierenrinde entnommen. Bei zwei weiteren Organen handelte
es sich um eine Harnstauungsniere bzw. eine pyelonephritische
Niere. Das Alter der Patienten lag zwischen 45 und 74 Jahren.
Vier Patienten waren normalgewichtig, einer adipös. Bei allen
lag ein befriedigender Allgemeinzustand vor. Die Werte für
Harnstoff, Kreatinin, Kalium, Natrium, Calcium und die des
Blutbildes lagen im Normbereich. Nur bei einer Patientin fanden
sich Zeichen eines Harnwegsinfektes. Die durchschnittliche
Anoxiezeit der Nieren während der Operation betrug 15 Minu-
ten. Bis zum Beginn der Präparation wurden die Organe weitere
15 Minuten in eiskaltem Krebs-Ringer-Phosphat-Puffer aufbe-
wahrt.
Isolierungsmethode
Nach Dekapsulation wurde das Nierenmark entfernt und von
der verbliebenen Rinde mit dem Handmikrotom nach Stadie
& Riggs (7) Schnitte (350 ) angefertigt, die in calciumfreiem
Krebs-Ringer-PliQspliSLt-PuffQi aufgenommen und gewogen
wurden. Danach überführten wir sie mit dem fünffachen
Volumen (w/v) calciumfreien Krebs-Ringer-Bicarbonai-Puffei
in 100 ml Polyäthylenflaschen. Nach Zugabe von Kollagenase
(Endkonzentration 10 mg/g Schnitteinwaage) wurden die
Flaschen mit Carbogen (95 % O^, 5 % COi) begast, verschraubt
und in einem Schüttelbad (Frequenz 180/min, Amplitude
2,5 cm) 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von
Calciumchlorid (Endkonzentration 5 mmol/1) wurde die Inku-
bation 50 Minuten fortgesetzt. Anschließend wurde die Suspen-
sion in einen 50 ml Standzylinder überfuhrt. Das enzymatisch
nicht aufgeschlossene Gewebe sedimentierte innerhalb 20
Sekunden. Der Überstand wurde l min bei 50 g in einer Kühl-
zentrifuge (Sorvall RC2-B, Rotor SS-34) zentrifugiert und
anschließend zweimal mit Krebs-Ringer-Phosphat-Puffer
gewaschen. Das Sediment wurde zur Bestimmung des Feuchtge-
wichtes gewogen und in dem 9-fachen Volumen (w/v) Krebs-
Äwger-Bicarbonat-Puffer aufgenommen.
Versuchsdurchführung
Jeweils 0,4 ml dieser Suspension wurden in 10 ml Polyäthylen-
röhrchen (Packard Instrument GmbH, Frankfurt) zu 1,6 ml
Krebs-Ringer-Bicttbonzt-Puffer pipettiert, der die angegebenen
Substrate bzw. Ado-3':5'-P enthielt. Die Röhrchen wurden
mit Carbogen begast, ver schraub t und in einem Schüttelbad
(Frequenz 120/min, Amplitude 2,5 cm) bei 37°C inkubiert. Mit
0,1 ml einer 300 g/l Perchlorsäure wurde die Reaktion gestoppt.
Nach 2 minütiger Zentrifugation (Eppendorf Tischzentrifuge
3200) wurde der Überstand dekantiert und mit Kaliumhydro-
gencarbonat in Substanz neutralisiert.
Rindensehnitte (350 , 40-60 mg Feuchtgewicht) wurden
in 2 ml Krebs-Ringer-Bicaibonzt-Puffet mit Lactat (10 mmol/1)
wie oben inkubiert und weiterverarbeitet.
Chemikalien und Reagenzien*
Wenn nicht anders angegeben, wurden Chemilfalien der Firma
Merck, Darmstadt, vom Reinheitsgrad p.a. verwendet Die
Glucose bestimmten wir mit Testkombinationen der Firma
Boehringer Mannheim, von der wir auch Ado-3':5'-P bezogen.
Kollagenase (CLS II) der Firma Worthington Biochemical
Corporation, Freehold, New Yersey, USA wurde benutzt
Statistik
Die statistische Auswertung erfolgte nach dem t-Test nach
Student.
Ergebnisse
Für die Isolierung wurden durchschnittlich 5 g Rinden-
schnitte eingesetzt. Daraus ließen sich nach unserem
Verfahren im Mittel 4 g Tubuli und Zellen isolieren;
das entspricht einer Ausbeute von 80 %.
Abbildung l zeigt eine phasenkontrastmikroskopische
Aufnahme isolierter menschlicher Nierentubuli und
Zellen. Ein Teil der Tubuli wurde durch das Isolierungs-
verfahren weiter dissoziiert, so daß sich in der Suspen-
sion auch alle Zwischenstufen vom isolierten Tubulus
bis zu Einzelzellen fanden (Abb. 2). Daneben ließen
sich vereinzelt Glomerula nachweisen.
Zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit der Methodik
wurden die Variationskoeffizienten der Gluconeogenese
Abb. 1. Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme isolierter menschlicher Nierentubuli und Zellen. Vergrößerung etwa 400fach.
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Abb. 2. Phascnkontrastmikroskopischc Aufnahme isolierter Tubulusfragmentc aus menschlichen Niercnrinden. Vergr erung etwa
250fach.
aus 10 mmol/1 Lactat von Tubulussuspensionen be-
stimmt und mit denen von Schnitten verglichen. Dabei
erreichten Tubulussuspensionen einen Variationskoeffi-
zienten von 2 % (n=126) und Schnitte einen Variations-
koeffizienten von 29,9 % (n=35).
Die Zeitabh ngigkeit der Glucoseproduktion aus Pyru-
vat (10 mmol/1) ist in Abbildung 3 dargestellt. Bis zur
80. Minute nahm die Glucosebildung linear zu. Nach
60 Minuten lag sie bei 3,9 ± 0,29 Mmol/g Feuchtgewicht.
Die Anstiege der Glucosekonzentrationen waren
zwischen der 20., 40., 60. und 80. Inkubationsminute
im Paarvergleich statistisch signifikant (p < 0,01 bis
0,001).
Die Abh ngigkeit der Glucoseproduktion von der Sub-
stratkonzentration zeigt Abbildung 4. Als Substrate
wurde Pyruvat in Konzentrationen von 2,5; 5; 7,5 und
10 mmol/1 verwendet. Aus 2,5 bzw. 5 mmol/1 Pyruvat
wurden 2,45 ± 0,26 bzw. 2,46 ± 0,14 μπιοί Glucose/h · g
Feuchtgewicht gebildet; bei einer Substratkonzentration
von 10 mmol/1 waren es 3,9 ± 0,31 μηιοΐ/h · g. Die Unter-
schiede der Glucosesyntheseraten bei 5,7,5 und
10 mmol/1 Pyruvat waren im Paarvergleich statistisch
signifikant (p < 0,05 und 0,02).
In Abbildung 5 sind die Gluconeogeneseraten aus ver-
schiedenen Substraten (10 mmol/1) dargestellt. In Ab-
wesenheit von Substrat betrug die Glucosebildung nur
0,071 ± 0,01 jumol/h · g Feuchtgewicht. Glutamin und
Prolin zeigten mit 0,5 ± 0,25 bzw. 1,3 ± 0,21 μιτιοί
Glucose/h · g Feuchtgewicht die geringste Glucosebildung.
Aus Pyruvat wurden 3,9 ±0,21, aus Lactat 5,2 ± 0,19
μτηοΐ Glucose/h · g Feuchtgewicht gebildet. Die h chste







Abb. 3. Glucoseproduktion menschlicher Nierentubuli in Abh n-
gigkeit von der Inkubationszeit
40 mg Nierentubuli und Zellen wurden in 2 ml Krebs·
J?w#er-Bicarbonat-Puffer in Gegenwart von 10 mmol/1
Pyruvat bei 37°C inkubiert. Die Werte sind Mittelwerte













Abb. 4. Glucoseproduktion menschlicher Nierentubuli in Gegen-
wart verschiedener Pyruvatkonzentrationen.
40 mg Nierentubuli und Zellen wurden in 2 ml Krebs·
/?m#er-Bicarbonat-Puffer in Gegenwart der angegebenen
Pyruvatkonzentrationen 60 Minuten bei 37°C'inkubiert.
Die Werte sind Mittelwerte (χ ± s%) aus 5 Pr parationen.
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Fructose Lactat Pyruvat Prolin Glutamin Abbe 6< Effekte verschiedener Konzentrationen von Ado-3' : 5'-P
Abb. 5. Glucoseproduktion menschlicher Nierentubuli aus ver-
schiedenen Substraten (10 mmol/1).
40 mg Nierentubuli und Zellen wurden in 2 ml Krebs-
w^er-Bicarbonat-Puffer in Gegenwart von verschiedenen
Substraten (10 mmol/1) 60 Minuten bei 37°C inkubiert
Die Werte sind Mittelwerte (χ ± 5χ) aus 5 Pr parationen.
auf die Glucosebildung aus Lactat (10 mmol/1).
Die Glucosebildung in den Kontrollans tzen betrug 5,17
±0,19 μΓηοΙ/h · g Feuchtgewicht. 40 mg Nierentubuli und
Zellen wurden in 2 ml Krebs-Ringer-Jbicarbonat-Puffer in
Gegenwart von Lactat und Ado-3':5'-P 60 Minuten bei
37° C inkubiert Die Werte sind Mittelwerte (χ ± s%) aus 5
Pr parationen.
Glucose/h · g Feuchtgewicht. Die Unterschiede in der
Glucoseproduktion zwischen Pyruvat/Lactat bzw.
Lactat/Fructose waren statistisch signifikant (p <
0,001 bzw. 0,002). ·*
Nierenschnitte bildeten in Gegenwart von 10 mmol/1
Lactat mit 2,7 ± 0,42 μπιοί Glucose/h - g Feuchtgewicht
signifikant (p < 0,001) weniger Glucose als isolierte
Tubuli und Zellen.
Der Einflu von Ado-3':5'-P auf die Gluconeogenese
aus Lactat (10 mmol/1) zeigt Abbildung 6. Ohne Ado-
3':5'-P wurden 5,17 ± 0,19 μπιοί Glucose/h · g Feucht-
gewicht gebildet. Bei einer Ado-3':5'-P Konzentration
von 10μηιο1/1 wurde eine signifikante Steigerung
(p < 0,02) der Glucoseproduktion um 13 % auf 5,99
± 0,23 μπιοί Glucose/h · g Feuchtgewicht beobachtet.
0,1 mmol/1 und lmmol/1 Ado-3':5'-P hemmte die
Glucosebildung um 5,2 % (p < 0,02) bzw. um 25 %
(p < 0,01). Bei einer Konzentration von l μπιοΐ/ΐ lie
sich die Hemmung statistisch nicht sichern.
Diskussion
Durch die beschriebene Methode lassen sich Tubuli
und Zellen aus Nierenrinden erwachsener Personen in
hoher Ausbeute (80 %) gewinnen. Mit Trypsin und
mechanischen Methoden wurden dagegen aus tierischen
Nierengeweben nur Ausbeuten von etwa 28 % (8) bzw.
7-10 % (9) erzielt. Dar berhinaus zerst rt Trypsin
Hormonrezeptoren auf der u eren Zellmembran (10).
Im Gegensatz zu der von Guder beschriebenen Isolie-
rungsmethode f r Tubuli aus Rattennieren (3) lie sich
menschliches Nierengewebe ohne eine weitgehende Zer-
st rung der Zellen vor Inkubation mit Kollagenase nicht
durch Siebe pressen. Deshalb wurden bei unserem Ver-
fahren die Tubuli und Zellen aus Schnitten isoliert.
Das beschriebene enzymatische Isolierungsverfahren ist
in zwei Phasen gegliedert. In der ersten Phase werden
die Schnitte in calciumfreiem Puffer inkubiert, da das
Auswaschen von Calciurhionen den Zellverband lockert.
In der zweiten Phase wird Calciumchlorid zugesetzt.
Calciumionen aktivieren die Kollagenase (11) und re-
duzieren den zellul ren Kaliumverlust (12). Au erdem
zeigten Zellen, die aus Rattenlebern in Anwesenheit von
Calcium gewonnen wurden, h here Sauerstoffaufnahme-
raten und eine besser erhaltene mitochondriale Struk-
tur als Zellen, die in Abwesenheit von Calcium isoliert
wurden (l2).
Das Muster der Snytheseraten von Glucose aus verschie-
denen Substraten (Abb. 5) entspricht teilweise dem von
Schnitten (13) und Tubuli (3) aus Nierenrinden von
Ratten. W hrend allerdings bei Rattennieren die Glu-
cosebildung aus Pyruvat h her ist als aus Lactat, findet
sich bei menschlichen Tubuli ein umgekehrtes Verh lt-
nis in den Gluconeogeneseraten. Die im Vergleich zur
Rattenniere niedrigen Gluconeogeneseraten sind unseres0
Erachtens einerseits dadurch bedingt, da die Patienten
nur einer kurzen Nahrungskarenz ( ber Nacht) unterwor-
fen waren, andererseits d rfte die L nge der Anoxie-
phase und die Zeit f r die Anfertigung der Schnitte
eine Rolle spielen. Die im Vergleich zur Pyruvatglu-
coneogenese h here Glucosebildung aus Lactat wird
als Hinweis daf r gewertet, da keine gr eren Lactat-
dehydrogenase-Verluste w hrend der Pr paration auf-
getreten sind. Mechanische Isolierungsmethoden fuhren
dagegen zu einem vollst ndigen Verlust mehrerer Lactat-
dehydrogenase-isoenzymfr aktionen (14).
Ado-3': 5'J> beeinflu te in Konzentrationen von
l mmol/1 bis ΙΟμπιόΙ/Ι die Lactatgluconeogenese
menschlicher Nierentubuli. Vergleichbare Effekte wur-
den an isolierten Nierentubuli von Ratten beobachtet
(3). In bereinstimmung mit unseren Untersuchungen
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an menschlichen Tubuli stimulierte Ado-3':5'-P in einer
Konzentration von 10 / die Glucosebildung.
Während die Gluconeogenese bei menschlichen
Nierentubuli allerdings durch 0,1 mmol/1 gehemmt
wurde, wirkte diese Konzentration bei Tubuli von
Ratten noch stimulierend. Ado-3':5'-P in einer Konzen-
tration von l mmol/1 hemmte dagegen die Glucose-
bildung bei Ratte und Mensch. Die Hemmung der Lac-
tatgluconeogenese durch höhere Konzentrationen des
cyclischen Nucleotids könnte durch ein Ansteigen des
Ado-5'-P Spiegels in den Tubuli hervorgerufen werden.
Dieses Reaktionsprodukt hemmt nach Weidemann,
Hems & Krebs (15, 16) die Gluconeogenese in der
perfundierten Rattenniere und in Nierenschnitten. Die
Frage, welches Hormon über Ado-3':5'-P als "second
messenger" die Lactatgluconeogenese der mensch-
lichen Niere reguliert, kann nicht sicher beantwortet
werden. Untersuchungen an Rattennieren sprechen fur
Parathormon (l7).
Diese Arbeit wurde durch Sachmittel der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft gefördert
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